





















Adjuvant Immunotherapy to Murine Colon
Adenocarcinoma, Using Genetically Engi-
 neered Fibroblas七s Secreting Interleukin 12.









              【目的と方法】
 IL-12 は強い抗腫瘍効果と CTL 誘導能を有するので, このサイ トカインを用い, 消化器癌外
 科治療の補助療法と して, 腫瘍特異免疫を効果的に誘導し得る免疫療法 (腫瘍ワクチン療法) を
 研究した。 IL-12 の投与法としては, CTL 誘導効果, 副作用軽減の面から, 全身投与ではなく腫
 瘍局所投与がよいという報告が多くみられる。 最終目的を臨床応用におく と, 全例に施行できる
 こと, 基本的に開腹手術のみに治療が完了できることが重要となってくる。 そこで, Pi七tsburgh
 の Lotze&Tahara らの報告に準 じ, ホスト由来の線維芽細胞 (原則的に拒絶されな い) を初代
 培養し, これに IL-12 の遺伝子導入を行い, この IL-12 遺伝子導入線維芽細胞 (IL-12/3T3) を
 局注することで, 腫瘍局所で持続的にIL-12 が産生されるというシステムを用いることにした。
 実験動物は BALB/c mouse を用い, 癌細胞は同系の Colon26 (C-26), 線維芽細胞はほぼ同系の
 MH3T3 とした。 (1) まず Retrovirus vector を用いて NIH3T3 に IL-12 の遺伝子導入を行い,
 IL42遺伝子導入線維芽細胞 (IL-12 /3T3) を作製し, ELISA を用いて産生量を in vitro で検討
 した。 (2) 次にこの IL-12 /3T3 をマウスに局注 し, 実際に in vivo で IL-12 の産生がみられてい
 るか, 副作用がみられないか, 過剰産生が起こるか否かを, 刺激された脾細胞から産生される
 IFN一γの量を ELISA を用いることで経時的に測定した。 (3) C-26 と IL-12/3T3 の混合投与の系
 で, in vivo での腫瘍増殖抑制効果を, IL-12/3T3 の投与量を変えて検討した。 (4) 次に混合投
 与, 分離投与と分けて, IL-12/3T3 を腫瘍局所に投与する意義について検討した。 (5) 治療実験
 として腫瘤形成後にIL-12/3T3 を腫瘍局所に投与し, 治療効果の有無も検討した。 (6) 混合投与
 の系 で作製された腫瘍拒絶マウスにC-26と同系の他腫瘍であ るMethAをそれぞれ背部対側に投
 与し, C-26 特異的な再拒絶の有無をもって, 腫瘍特異免疫の獲得が得られているか否かを
 in vivo で検討した。 (7) さらに腫瘍特異免疫の獲得が得られたことを確認できたマウスの脾細胞
 を不活化した C-26 細胞と5日商混合培養 (MLTR) し, 特異的細胞障害活性が得られるか否か
 を in vitro で検討した。 (8) 最後に消化器癌外科治療の補助療法と しての腫瘍ワクチ ン療法のモ
 デルを用いて検討を行った。 形成されたマウスの腫瘍を切除 し, 創は縫合閉鎖。 この腫瘍塊は放
 射線照射を行った後に, 切除後のマウスの背部皮下他部位に再接種され, この部位に IL-12/3T3
 が接種されるというモデルで検討した。 腫瘍特異免疫の獲得が得られるか否かと, 原発巣での再
 発を抑制できるか否かを, IL-12/3T3 の投与を しなかったマウスをコントロールとして検討した。
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                【結 果】
 (1) IL-12/3T3 は5継代以内であれば安定した IL-12 産生量を示 し, 7.2ng/106/24h であった。
 (2) IL-12/3T3 をマウスに局注すると約1週間を ピークと してTh1環境を全身性に誘起するが,
 約2週間で正常に復した。 In vivo での IL-12 の産生と, 過剰産生等に起因する副作用がないこ
 とが確認された。 (3) C-26との混合投与では腫瘍増殖抑制効果が用量依存性に認められた。 コン
 トロールの NIH3T3 混合投与では腫瘍増殖抑制効果を認めなかった。 (4) 分離投与では腫瘍増殖
 抑制効果を認めず, IL-12/3T3 を腫瘍局所に投与する重要性が確認された。 (5} 治療実験でも腫
 瘍増殖抑制効果が確認された。 以上の腫瘍局所投与の系では, IL-12/3T3 の量に応じて, 腫瘍を
 拒絶するマウスも確認された。 (6) 改めて混合投与の系で作製 した8匹の腫瘍拒絶マウスにC-26
 とMethA を投与したところ, 5/8=63%に腫瘍特異免疫の獲得が確認された。 (7) さらにこのマ
 ウスの脾細胞をMLTR したところ, in vivo で特異的細胞障害活性が確認され, 誘導されたCTL
 が全身を循環しており, この細胞が in vivo での腫瘍特異免疫を担っていることが示唆された。
 (8) 以上よりBALB/c mouse でI L12/3T3 を用いた C-26 に対する局所投与の実験系で腫瘍増殖
 抑制効果と腫瘍特異免疫の獲得 (CTLの誘導) が十分にみられることが確認されたので, 本研究
 の目的である消化器癌外科治療の補助療法と しての腫瘍ワ ク'チ ン療法の効果を検討した。 結果,
 70%に腫瘍特異免疫の獲得が可能で, 局所再発を認めなかった・
               【ま と め】




 本論文では, ・強い抗腫瘍効果と CTL 誘導能を有するサイ トカイン IL42 を用い, 消化器癌外
 科治療の補助療法として, 腫瘍特異免疫を効果的に誘導し得る免疫療法 (癌ワクチン療法) の開
 発を研究主題としている。 これは全身投与ではなく腫瘍局所投与であり, CTL 誘導効果等の有
 効性と副作用軽減の面からも臨床的により応用範囲が広い方法と考えられる。 本論文での独創性
 は, 癌ワクチン療法のシステムが, ある程度腫瘍切除が可能な全症例に実施可能であるという点
 である。 そ してその効果が, 高頻度に腫瘍特異免疫獲得と局所再発の予防が可能であるところま
 で確認されている。
 本論文では IL-12 の局所投与の方法として Pittsburgh の Lotze & Tahara らの報告に準 じ,
 IL-12 遺伝子導入線維芽細胞を用いている。 ホス ト由来の線維芽細胞が原則的に拒絶されないこ
 とを利用 し, 遺伝子導入操作により作成された IL-12 遺伝子導入線維芽細胞を腫瘍に局注するこ
 とで, 持続的 IL-12 産生によるワクチン効果を得るという方法である。 Lotze らはこの基礎実験
 の結果をもとに現在, 表在癌患者に対する臨床治験を行って いるが, 当消化器外科教室でも遺伝
 子治療の一つの有力な方法と して注目 している。
 本論文では, 消化器癌患者に対するこの癌ワクチン治療の有効性を示すため, 実験動物は
 BALB/c mouse を用い, 癌細胞は同系の Golon26 (C-26), 線維芽細胞はほぼ同系の NIH3T3 と
 している。 作成した遺伝子導入線維芽細胞 (IL-12/3T3) は5継代以内であれば安定した (7.2
 ng/106/24h) IL-12 産生量を示 し, マウスヘの局注では約1週間を ピークとして2週間で正常に
 復する Th1 環境が全身性に誘起されること, 副作用のないことがまず確認されている。 そして
 ワクチネーションにおいては, 用量依存性の腫瘍増殖抑制効果と, 腫瘍局所投与の重要性, そし
 て誘導された CTL による腫瘍特異免疫の獲得 (63%) が確認されている。 以上, まず線維芽細
 胞を使用する妥当性が示されている。
 そして本研究の目的である消化器癌外科治療の補助療法としての腫瘍ワクチン療法では, 切除
 を受けたマウスに IL-12/3T3 と放射線照射で不活化した切除癌組織を癌ワクチンと して投与す
 るという, 簡便で容易に施行可能なモデルであることのみならず, 効果検討では 70%に腫瘍特
 異免疫の獲得が可能で, 局所再発が認められないという優れた結果も得られている。
 以上, 臨床消化器癌手術時に施行し得る, 1つの有効な adjuvant therapy のシステムがマウ
 スのモデルで示されており, 学位に値する大変意義のある研究である。
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